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Synopsis: Whatever the breeding conditions are, a free cellulasic activity 
can be observed in the gut of Eisenia fetida andrei. The greatest activity is found 
in the fore and mid gut. We cannot presum upon the origin of the enzyms- 
produced by tissus of the gut wall and/or by microorganisms — Incubation of 
lignocellulosic wastes with the heterogeneous gut microflora show a rate of 
delignification varying from 5 % to 16 %. 
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INTRODUCTION 


En milieu naturel, le rôle des vers de terre en association avec les micro- 
organismes est reconnu dans les processus d'évolution de la matière organique. 
En lombricompostage des déchets, Eisenia fetida andrei Bouché, espèce 
corticole adaptée à la vie dans le fumier et le terreau est essentiellement 
utilisée (BOUCHE, 1972). 

Nous avons voulu, dans le cadre d’une étude plus large conduite au Labo- 
ratoire de la Faune des Sols de l'I.N.R.A. de Dijon, quantifier les activités 
cellulasique et ligninolytique présentes au niveau du tube digestif (paroi et 
contenu) d’Eisenia fetida andrei. | 


I. — MÉTHODES D'ÉTUDE 


A) Méthode de désinfection et de dissection. 


Les vers séjournent pendant 48 heures sur du papier filtre afin de vider leur tube 
digestif ; ils sont placés ensuite sur du papier filtre stérile arrosé d'une solution d’anti- 
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biotiques, puis dans du terreau stérilisé par autoclavage et additionné des mêmes anti- 
biotiques, ou sur gélose stérile. 


Le mélange antibiotique est composé de 20 mg de sulfate de streptomycine, 20 mg 
d’actidione, 20 mg de kanamycine dans 100 ml d'eau distillée stérile. Ce mélange a été 
retenu après avoir vérifié la résistance des vers à leur action, et la sensibilité de la 
microflore du tube digestif. 

Pour la dissection, les animaux sont lavés dans l'eau distillée stérile, puis plongés 
dans une soluton alcoolique de cristal violet afin de pouvoir affirmer qu'il n'y a pas 
pénétration d'alcool dans le tube digestif lors de la désinfection externe du ver (PELLE- 
NARD, 1973 - ROUELLE, 1983). - 

Après incision ventrale de l'animal, le tube digestif est prélevé soit dans son entier, 
soit par portions définies sous loupe binoculaire : jabot, gésier, intestin antérieur (20 au 
25° segment), intestin moyen (26 au 44), intestin postérieur (45 au 98°). 

Selon les expériences la paroi seule ou l'ensemble paroi et contenu sont broyés en 
conditions stériles. 


B) Méthode d'étude de l’activité cellulasique. 


Dosage de la cellulose. 


La méthode de SHARRER modifiée a été utilisée (in MONTIES, 1980). 


Mesure de l'activité cellulasique. 


La méthode retenue est celle de PETTERSON et PORATH (1966). Elle est basée sur le 
dosage colorimétrique des sucres réducteurs produits au cours de l’hydrolyse enzymatique 
d'un substrat cellulosique. 


Le substrat cellulosique est soit une solution de carboxyméthylcellulose (C.M.C.) à 
10 %, dans un tampon acide citrique (0,04 M) — phosphate disodique (0,08 M pH 5,5 
soit une bande de papier Whatman n° 1 pesant 100 mg. 

L'utilisation du papier filtre comme seule source de cellulose permet de mettre en 
évidence l'activité du complexe cellulase complet : endo-8 14 glucanase (ex Cx), cellobio- 
hydrolase (C.B.H. = C1), 8 1-4 glucosidase (= cellobiase) (GHOSE, 1981). 

La C.M.C., utilisée comme substrat, peut rendre compte de l'activité carboxyméthyl- 
cellulasique (C.M.C. ase = endo 6 14 glucanase = Cx). 

Les mesures d'activité cellulasique sont réalisées sur des incubations en présence de 
merthiolate de sodium inhibiteur de l'action des microorganismes vivants (DoMMERGUES, 
1970). 


Isolement des bactéries cellulolytiques du tube digestif d'Eisenia. 


Les bactéries ont été isolées à partir de suspensions-dilutions du tube digestif de vers 
élevés dans du terreau d'ordures ménagères ou dans du fumier. Le milieu spécifique 
d'isolement a la composition suivante : 


Milieu minéral de base : KH;PO, 0,5 g/l; K:HPO, 1 g/l; MgSO, 0,5 g/l; NaCl 02 g/l; 
(NH,)»SO, 2,6 g/l; CaCl, 0,2 g/l; FeSO, 0,001 g/l; extrait de levure 0,1 g/l. 
Source de cellulose : C.M.C. 10 g/l. 


Les colonies bactériennes isolées sont repiquées sur milieu gélosé, Leur activité 
cellulolytique est contrôlée sur fibres de cellulose-azur lors d’incubations à 37°C pendant 
7 jours (DESCHAMPS, LEBEAULT, 1980). 

Pour l'identification les caractéristiques suivantes sont recherchées : morphologie, 
coloration de Gram, mobilité, type respiratoire, oxydase, catalase, action sur lait tourne- 
solé, caractères biochimiques sur les galeries d'identification API 20E, parfois API 50 CH. 
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C) Étude de la ligninolyse. 


Dosage de la lignine. 

La lignine est évaluée par dosage spectrométrique à 280 nm selon la méthode de 
JOHNSON (1961). 

La source de lignine est soit de l'indulin * soit les déchets lignocellulosiques finement 


broyés. Ceux-ci sont choisis dans plusieurs expériences de préférence aux lignines d'extrac- 
tion dont la structure chimique se trouve souvent altérés. 


Ligninolyse potentielle de la microflore du tube digestif. 

Les incubations sont conduites en bain-marie agité à 37° C pendant 40 jours. Le 
milieu est constitué d'une base minérale : (NH,),SO, 0,26 % ; K,HPO, 0,1 % ; KH,PO, 0,05 % ; 
MgSO, 0,02 % ; CaCl, 0,001 % ; FeSO, 0,0001 % ; extrait de levure 0,01 % (DescHamps et al., 
1980). 


La seule source de carbone est un broyat de déchets lignocellulosiques. Sur chaque 
échantillon on évalue la perte de masse ainsi que le taux de lignine. 


Expression des résultats. 
— Perte globale de masse en % du déchet et en % par jour. 
— Délignification absolue : 
(Q,—Q,) Q, 
—— x 100 
Q; Q, 


— Taux de délignification d'après DEscHAMPS et LEBEAULT (1981) 


quantité initiale de lignine 


quantité résiduelle 


Perte de lignine en % x 100 


% de lignine dans le témoin 


Isolement de souches ligninolytiques. 
Cet isolement a été réalisé à partir du contenu du tube digestif et du substrat ligno- 
cellulosique sur gélose à l'indulin. 


Les caractères de détermination sont identiques à ceux utilisés pour les bactéries 
cellulolytiques. 


II. — RÉSULTATS 


A) Localisation de l'activité cellulasique. 


— Les différentes régions du canal alimentaire (jabot, gésier, intestin 
antérieur, moyen, postérieur) possèdent des cellulases. Seule la région pharyn- 
gienne en est dépourvue (Tab. I). Les activités les plus importantes se trouvent 
dans l'intestin antérieur et dans l'intestin moyen. 


— La paroi du tube digestif présente aussi une activité cellulasique. 
L'expérience a porté sur les vers désinfectés, vivant en conditions stériles. 
Elle montre qu'après 5 lavages à l’eau distillée stérile, il persiste une activité 
enzymatique liée à cette paroi (Fig. 1). Les contrôles bactériens effectués sys- 


* Kraft pine lignin. Indulin AT — Westväco, fournisseur. 
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Tas. I 
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Localisation de l’activité cellulasique dans le tube digestif d'Eisenia fetida andrei 


Vers holoxéniques sur fumier 


Vers sans ciliés désinfectés 


Masse S.R. 
T.D. sn, | ane du | Masse S.R. 
(con- S.R. S.R. |totaux| Con- S.R. S.R. | con- paroi | = totaux 
tenu+ témoin| ug/mg mg tenu |témoin| ug/mg| tenu mg en mg 
paroi) mg enmg 
Région pharyngienne..| — 0 0 0 9,1 0 0 0 2,4 — — 
Jabot, gésier......... 16,5 0 144 24 7,2 0 192 1,4 5,8 26 1,6 
Intestin antérieur...... 4,6 0 382 LF 8,8 0 300 2,6 4,7 38 2,8 
Intestin moyen....... 35,8 + 99 3,5 18,8 0 400 7,5 11,5 46 8 
Intestin postérieur.. ..| 86,8 + 34 2,8 27,1 0 106 2,9 6 10 2,9 


S.R. : sucres réducteurs. 
T.D. : tube digestif (contenu +paroi. 
S.R. témoin : O absence de sucre réducteur dans la suspension de tube digestif. 
+ présence de sucres réducteurs dans la suspension de tube digestif avant incubation 
en présence de substrat cellulosique. 


Tas. II 
Activité cellulasique du tube digestif d'Eisenia fetida andrei élevé dans différents substrats 


Activité cellulasique en 
ug S.R./mg de T.D. 


En mg de S.R. produits 
par individu 


X = PFase C.M.C. 
35 9,9 
31 9 
46 10 
48 
56 


PF 
4,3 
3,6 


Substrats d'élevage:........... X = C.M.C.ase 
PURIST a ssc ase arena ia ater anse 82 
Ordures ménagères........,.... 73 
Déchets ligno-cellulosiques 138 
Boues de station d'épuration... 82 
Élagage d'érable + boues 96 
Vers désinfectés 188 


S.R. : sucres réducteurs T.D. : lube digestif 


tématiquement sur les broyats de paroi ont révélé parfois la présence de 
bactéries cellulolytiques anaérobies. 


B) Quantification de l’activité cellulasique sur différents milieux d'élevage. 


— L'étude de cette activité menée parallèlement sur papier filtre et sur 
C.M.C. permet de constater la présence dans le tractus digestif du complexe 
cellulase complet (Tab. II), LOQUET et al. 1983. 
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ug S.R./mg de contenu 
ou de paroi 


CT contenu 


300 
GSS paroi 
200 
NI 
è 
N 
N 
100 N 
N Ih 
N Ñ 
N IN 
N IN 
N IN 
N IN 
N IN 
NIN 
lot de vers désinfectés 
Fic. 1. — Activité cellulasique dans la paroi et dans 


le contenu du tube digestif de vers désinfectés. 


— Les résultats consignés dans le Tabeau II montrent que, quelles que 
soient les conditions d’élevage, une activité cellulasique est quantifiable dans 
le tube digestif d’Eisenia; elle est même observée chez les vers désinfectés 
gardés en conditions stériles. 


L’activité C.M.C.ase atteint une valeur moyenne de 10 mg de sucres réduc- 
teurs produits en 3 heures pour chaque individu. Cette valeur est inférieure 
(5,7 mg) chez les vers désinfectés dont la masse de l'intestin est plus faible 
(32 mg en moyenne contre 125 mg pour les individus holoxéniques). 


C) Activité cellulasique des microorganismes présents dans le tube digestif 
d’Eisenia fetida Andrei. 


Deux groupes ont été étudiés : ciliés et bactéries. 
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Ciliés astomes. 


Trois genres de ciliés astomes inféodés au tube digestif d'Eisenia ont été 
mis en évidence par DE Pvuytorac (1954) : Anoplophrya (tout l'intestin), 
Maupasella (gésier et intestin antérieur), Metaradiophrya (intestin moyen). 


Ces ciliés ne pouvant être mis en culture pure, deux lots d’Eisenia avec ou 
sans ciliés, nous ont été fournis par l'I.N.R.A. de Dijon (ROUELLE et al.). 


Ces deux lots ne montrent pas de différence significative pour cette activité 
lorsqu'elle est rapportée à une unité de masse du tube digestif ; la moyenne 
d'activité mesurée pour 20 individus sans ciliés est de 92,5 ug de sucres réduc- 
teurs par mg de tube digestif, celle des vers avec ciliés de 91,5 ug. Le test U de 
MANN-WHITNEY permet de confirmer qu'il n'y a pas de différence significative 
entre les deux lots. 


Bactéries cellulolytiques. 


Une centaine de souches cellulolytiques ont pu être isolées à partir du 
tube digestif d’Eisenia. 18 % de ces souches ont été positives pour le test 
cellulose-azur et ont donc été retenues. Elles appartiennent aux genres sui- 
vants : Pseudomonas, Achromobacter, Alcaligenes, Cellulomonas, Cytophaga, 
Hafnia, Citrobacter. Selon les différents milieux d'élevage des Eisenia, les 
souches isolées ne présentent pas la même richesse en genres microbiens. Pour 
les vers élevés dans du terreau la majorité des souches appartient au genre 
Cellulomonas ce qui confirme les résultats de CHOSsoN et Dupuis (1983), tandis 
qu'à partir des vers élevés dans du fumier les différents groupes cités ont été 
isolés. 


Tas. III 


Mise en évidence de l'activité cellulasique des souches isolées à partir du tube digestif 
d'Eisenia fetida andrei 


SUCRES RÉDUCTEURS/C.M.C. SUCRES RÉDUCTEURS/P.F, 
Souches D.O. dans D.O. après | | D.O. dans D.O. après 
inoculum | incubation | SB- ™£/! | inoculum | incubation 
0,205 0,438 610 0,196 0,184 
0,166 0,319 405 0,137 0,149 
0,089 0,166 205 0,069 0,087 
0,256 0,380 330 0,194 0,225 
0,233 0,455 590 0,208 0,267 
0,237 0,384 395 0,180 0,220 
P.F. = papier fillre Les cultures bactériennes sont portées à la 
C.M.C. = carboxymethylcelluluse même densité optique (D.0.) à 550 nm, 
durée des incubations = 3 heures point 2 de l'échelle de Mac Farland. 


D.O. = densité optique à 640 nm 
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Des isolements de souches cellulolytiques anaérobies ont été tentés sur 
un méme milieu d’isolement, avec incubation sous atmosphére d’azote. Aucune 
de ces souches n’a répondu positivement au test cellulose-azur. Elles n’ont 
donc pas été retenues. 


Aprés purification, les souches ont été cultivées en milieu liquide avec 
comme seule source de carbone soit la C.M.C. soit le papier filtre. Les inoculum 
sont des suspensions bactériennes portées à la même densité optique à 550 nm, 
point 2 de l'échelle de Mac FARLAND. 


Les sucres réducteurs produits ont été dosés après 3 heures d’incubation. 
Les résultats (Tab. III) montrent que les bactéries ont hydrolysé la cellulose 
dans un laps de temps correspondant à l'estimation de la durée de transit 
intestinal définie par HARTENSTEIN (1981) à 2 h 30 pour la cellulose ou le sol à 
la température de 25° C. 


D) Activité ligninolytique. 


Ligninolyse potentielle de la microflore du tube digestif d'Eisenia fetida andrei. 


Les résultats des incubations de déchets lignocellulosiques broyés, en pré- 
sence de la microflore hétérogène du tube digestif figurent dans le Tableau IV. 
Ils montrent que cette microflore est potentiellement apte à dégrader la 
lignine. 


Tas. IV 


Délignification des déchets lignocellulosiques (L.C.) par la microflore du tube digestif 
d'Eisenia fetida andrei 


Taux de délignifi- 


Perte de Taux de cation 


masse en % | lignine en % a (2) 


L.C. témoin 13 
L.C. incubé en présence de la microflore... 10 
L.C. âgés de 8 mois 15 
Échantillon incubé en présence de la micro- 


1: : Délignification absolue. 
(2 : Taux de délignification. 


Un aspect intéressant à signaler est la décoloration importante des sur- 
nageants obtenue par l'action de la microflore (Fig. 2). Ces résultats sont à 
rapprocher des essais de décoloration des eaux résiduaires de papeteries par 
des biofilms de champignons par l'équipe de KIRK (in Biofutur 1985) qui a 
obtenu ainsi 80 % de réduction de la coloration. 
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Fic. 2. — Incubation de déchets lignocellulosiques en présence de broyat du tube digestif 
d'Eisenia fetida andrei. Mise en évidence de la décoloration. 


Souches ligninolytiques. 
26 souches ont été isolées à partir du tube digestif, toutes sont Gram~. 
34 l'ont été à partir du substrat, 8 sont Gram*, 26 Gram. 
Ces souches ne sont pas toutes déterminées actuellement. Cependant cer- 


taines d’entre-elles présentent des caractères culturaux remarquables ; elles se 
développent dans différents milieux très sélectifs : 


— milieu minéral enrichi d'extrait de levure 

— milieu sans azote combiné 

— milieu avec comme seule source de carbone l'indulin 
— milieu à base de C.M.C. 


Pourtant le test de réduction de l'acétylène démontre qu'elles ne fixent pas 
l'azote. 

Par ailleurs différents tests montrent qu'elles n'utilisent pas la cellulose 
comme source de carbone ; en effet sur milieu liquide à la C.M.C. la production 
de sucres réducteurs est nulle. La quantité de dioxyde de carbone qui est de 
2,4 mg par tube de culture pour les bactéries cellulolytiques est réduite à 
0,4 mg pour les souches ligninolytiques : elles n’hydrolysent pas la cellulose- 
azur. Ceci confirme l'observation de DescHamPs (1985), selon laquelle jus- 
qu’alors aucune eubactérie ne s'est révélée apte à dégrader à la fois la cellu- 
lose et la lignine. 

Le taux de délignification a été déterminé pour 20 souches sur des déchets 
lignocellulosiques contenant initialement 33 % d’insoluble cellulosique et 25 % 
de lignine. 

Le tableau V rend compte du pourcentage de délignification. Le taux de 
lignine résiduelle varie de 9 à 16 %, les valeurs de délignification varient de 
5 à 16 %. Elles sont inférieures à celles obtenues par DESCHAMPS et al. (1981) sur 
écorce de pin (6,8 à 43,6 %). Ces résultats peuvent s'expliquer par le fait que 
leurs incubations sont réalisées avec des cultures mixtes de cellulolytiques et 
ligninolytiques. 
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Tas. V 


Activité ligninolytique de souches bactériennes isolées du substrat et du tube digestif 
d'Eisenia fetida andrei 


, Taux de Taux d'I.C. = : 
Témoin lignine % À % de dégra- % de délignificalion 
Souches 25 à ‘ tion par jour 


0,13 
0,20 
0,20 
0,30 
0,18 
0,15 
0 
0,13 
0,25 
0,30 
0,18 
0,30 
0,33 
0,40 ` Souches du substrat 
0,40 

0,18 

0,30 

0,35 
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I.C. : Insoluble Cellulosique 


II. — DISCUSSION 


Nos expériences ont mis en évidence une activité cellulasique au sein du 
tube digestif d’Eisenia fetida andrei, dans différentes conditions d'élevage. Des 
cellulases sont présentes au niveau de la paroi du tractus digestif même chez 
des vers désinfectés et élevés stérilement. Cependant les difficultés rencontrées 
pour obtenir une désinfection parfaite des vers nous empêche d'affirmer que 
les cellulases présentes dans ce tissu soient uniquement d'origine tissulaire, 
bien que les incubations aient été conduites en présence de merthiolate. PARLE 
(1963) utilisant le toluène comme antiseptique constate que l’activité cellula- 
sique chez Lumbricus terrestris persiste dans les broyats de tube digestif ainsi 
que dans le contenu ; il en déduit qu'en absence d'activité bactérienne dans les 
incubations, c'est la paroi du tube digestif qui produit les cellulases. Il nous 
semble important de noter que l'adjonction de toluène n'implique pas l'ab- 
sence de cellulases bactériennes synthétisées antérieurement à cet ajout. L’affir- 
mation d'une origine tissulaire de l’enzyme passe à notre avis, par l'obtention 
de vers totalement désinfectés ou de vers axéniques en s’assurant qu'il ne 
subsiste aucune bactérie liée au tissu. Méme la technique histo-enzymologique 
utilisée par ARNOULD ef al. (1978), JASPARD-VERSALI (1982), pourtant trés 
intéressante pour une topographie enzymatique ne nous parait pas suffisante 
ici si elle n'est pas accompagnée de contrôles bactériologiques. 
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Fic. 3. — Observation au M.E.B. des déchets lignocellulosiques : 
A : x 280, C : 1600 = déchets lignocellulosiques sans inoculum après 40 jours d'incubation 
a 37°C. 
B : x 280, D : x 2800, E : x 6000 = déchets iignocellulosiques inoculés avec un broyat de 


tubes digestifs d'Eisenia fetida andrei après 46 jours d'incubation à 37° C. 


L'activité présentée par les bactéries cellulolytiques sur C.M.C. et papier 
filtre dans un temps inférieur à la durée du transit intestinal, nous paraît un 
argument pour affirmer qu'une partie de l'activité cellulasique dans le tractus 
digestif d’Eisenia est due aux cellulases bactériennes ; en outre les ciliés asto- 
mes inféodés ne semblent pas y avoir de rôle significatif. 
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En ce qui concerne l'activité ligninolytique, des souches ont été isolées à 
partir du tube digestif aussi bien que des substrats ; leur activité potentielle 
a été contrôlée. Il nous semble intéressant de noter que certaines se présentent 
comme des oligonitrophiles : ce caractère est important puisqu’une des voies 
actuelles de recherche vise à obtenir des souches moins sensibles aux faibles 
concentrations en azote (BUSWELL et al., 1984). 


Des observations au microscope électronique à balayage de fragments 
lignocellulosiques incubés en présence de la microflore complexe du tube 
digestif montrent un aspect général de l'évolution des structures anatomiques 
(Fig. 3 A et B). Dans les témoins (Fig. 3 A) qui ont subi une dégradation lors 
du compostage mais n’en ont subi aucune lors de cette expérience, les struc- 
tures des végétaux sont encore bien reconnaissables ; en outre les échantillons 
incubés sont à un stade plus avancé de dégradation et de très nombreuses 
niches de microorganismes ont pu y être observées (Fig. 3 D et E) contraire- 
ment aux tissus des témoins. 


Ces données confirment que l'on peut attribuer aux microorganismes 
présents une partie de la dégradation lignocellulosique mise en évidence par 
les dosages. 


RÉSUMÉ 


L'activité cellulasique libre du tube digestif d'Eisenia fetida andrei, a été 
évaluée. Quelles que soient les conditions d'élevage cette activité est observée 
même chez les vers désinfectés et gardés en conditions stériles. Le système enzy- 
matique complet d’hydrolyse de la cellulose est présent dans le tube digestif. 
Les différentes régions contiennent des cellulases à l'exception du pharynx. Les 
activités les plus importantes ont été décelées dans l'intestin antérieur et moyen; 
elles sont décelées aussi dans la paroi du tube digestif de vers holoxènes et de 
vers dsinfectés, sans que l'on puisse présumer de l’origine tissulaire et/ou micro- 
bienne des enzymes. 


De nombreuses bactéries cellulolytiques ont pu être isolées à partir du contenu 
du tube digestif qui sont actives sur cellulose-azur. Elles produisent des sucres 
réducteurs en 3 heures, temps de transit intestinal. Par ailleurs les ciliés astomes 
inféodés au tube digestif ne semblent pas avoir de rôle significatif. 


Des incubations de déchets lignocellulosiques en présence de la microflore 
complexe du tube digestif d’Eisenia fetida ont montré l'activité dégradatrice de 
celle-ci sur les parois des cellules végétales (documents au MEB et taux de déligni- 
fication). L'isolement des souches responsables de la ligninolyse a été effectué. 
Ces bactéries conduisent à des taux de délignification variant de 5 à 16 % après 
40 jours d'incubation. 


SUMMARY 


Cellulolytic and ligninolytic activities in the Gut 
of Eisenia fetida andrei Bouché 


The evaluation of the free cellulasic activity in the gut of E. fetida andrei under 
different conditions of breeding has been done by testing the production of 
reducing sugars (RS) from the carboxymethycellulose and filter paper (FP). 
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Whatever the breeding conditions are, a cellulasic activity can be observed 
even for disinfected worms kept in almost sterile conditions. 

The alimentary canal contains the complete enzyme system as reducing sugars 
are produced from C.M.C. and FP. 

The different regions contain cellulases except the pharynx. The greatest 
activities have been found in the fore and mid gut. In the gut wall of holoxenic 
and disinfected worms cellulasic activity is always measurable, but we cannot 
presume upon the origin of the enzymes produced by tissues of the gut wall 
or by microorganisms. 

The screening of the cellulolytic ability of 100 bacteria isolated from the gut 
contents on cellulose azur, shows that many species are cellulolytic and can 
lead the production of reducing sugars in 3 h. The astomatous ciliates enfe- 
offed to the gut, seem to have no cellulasic activity. 

Incubations of lignocellulosic wastes with the heterogeneous microflora 
of the gut content show an important degrading activity upon the cell-wall, as 
shown on the photographs (scanning electron microscopy) and confirmed by the 
rate of delignification. Twenty lignin degrading bacterial strains have been 
screened for their ability to degradate lignin in pure cultures. The rates of 
delignification vary from 5 % to 16 %. 
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